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摘要 : 本 研究 以 非 模式 昆虫 小 菜 蛾 Plutella xylostella 为 材料 , 对 比 2, 3, 4 龄 幼虫 的 蛋 白 质 组 双向 电泳 图 谱 ， 得 到 24 
个 蛋白 质 差异 点 , 从 中 选取 了 编号 为 1111 的 差异 表达 蛋白 质点 进行 质谱 鉴定 和 生物 信息 学 分 析 。 采 用 胶 内 酶 解 的 
多 肽 进行 MALDI-TOKFZTOF 分 析 , 获得 该 点 的 肽 质量 指纹 图 谱 (PMEF) 及 串联 质谱 ( MSAMS) 图 谱 。 将 获得 的 PMF 分 
别 用 MASCOT 和 ProFound 等 常用 软件 在 NCBInr 的 Metazoa 和 蛋白 质数 据 库 进行 搜索 ,匹配 结果 不 理想 。 进 一 步 用 
PMF + MS/MS 谱 图 搜索 NCBInr 的 Metazoa 蛋白 质数 据 库 ,以 及 小 菜 蛾 EST 数据 库 。 在 NCBInr 库 中 匹配 结果 为 拟 暗 
果 蝇 Drosophila pseudoobscura 中 的 一 种 假定 蛋白 GA18218-PA, 而 用 EST 库 搜 索 的 结果 为 家 看 Bombyx mori 的 ATP 合 
酶 的 亚 基 。 为 验证 搜索 结果 , 将 该 蛋 日 质点 进行 磺 基 异 硫 氰 酸 验 酷 (SPITC ) 化 学 衍生 后 de novo 测序 ,最 后 确认 该 点 
可 能 为 AIP 合 酶 的 一 个 亚 基 。 最 后 着 重 讨论 了 蛋白 质 的 质谱 鉴定 与 生物 信息 学 分 析 的 联合 使 用 , 希望 据 此 选择 出 
最 适合 于 非 模 式 昆 忠和 蛋白 质 组 学 鉴定 的 方法 。 
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Protein identification for the diamondback moth, Plutella xylostella, ，based 


on mass spectrometry and bioinformatics analysis 
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Applied Ecology, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China; 2. School of Life 








Sciences, Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China) 

Abstract: Protein expression in different larval instars of the diamondback moth ( DBM ), Plutella 
xylostella, was characterized by two dimensional gel electrophoresis (2-DE). Twenty-four differentially 
expressed protein spots were discriminated. The spot 1111 was selected for peptide mass fingerprinting 
( PMF) and peptide sequence using matrix-assisted laser desorption ionization of time-of-flight tandem mass 
spectrometry ( MALDI-TOF/TOF MS). The PMF was used to search for the matched protein based on 
NCBInr Metazoa database with MASCOT and ProFound softwares, but the match was unsatisfied. The PMF 
+ MS/MS spectrum was further used to search for the matched protein ，and the protein was identified as 
CA18218-PA of Drosophila pseudoobscura based on the NCBInr Metazoa database while it was identified as 
the subunit d of 再” transporting ATP synthase of Bombyx mori based on the EST database of DBM 
population. To validate the result of matching, the spot was used for chemical N-terminal derivatization of 
the tryptic peptides with 4-sulfophenyl isothiocyanate ( SPITC ) prior to MALDI-TOF/TOF MS, and the 
protein was identified as a subunit of ATP synthase again. Finally, potential application of MS analysis and 
bioinformatics as tools to select the optimal method in proteomic research on non-model insects was 
discussed in some detail. 
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随 春生 日 质 组 学 逐渐 成 为 后 基因 组 时 代 的 研究 。 集中 于 重要 经 济 昆 虫 家 下、 模式 生物 有 果 晶 、 卫 生 害 忠 
内 点 ， 和 集 日 质 组 学 技术 在 昆虫 学 人 研究 领域 的 应 用 也 改 虫 和 一 些 主要 的 农业 害虫 ( 刘 凯 于 等 , 2006)。 随 
得 越 来 越 广 泛 。 昆 虫 重 日 质 组 学 的 研究 目前 主要 ”者 昆虫 基因 组 研究 的 进展 ， 特 别 是 黑 腹 果 蝇 
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风 比 亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae， 家 看 Bombyx mort， 意 大 利 蜜 蜂 Apis 
mellifera 这 4 种 昆虫 的 全 基因 组 序列 的 完成 ( 陈 利 
珍 等 , 2008) , 重 日 质 组 学 技术 在 这 些 模式 昆虫 研 
究 中 也 得 到 较 广 泛 的 应 用 (Alonso et al.，2005; 
Zhang et al., 2006 ; Lefevre et al., 2007 ) 。 同 时 , 重 
日 质 组 学 技术 在 许多 非 模 式 昆 虫 中 的 应 用 也 逐渐 受 
到 关注 。 近 年 来 , 随 着 质谱 技术 的 不 断 发 展 , 蛋 日 
的 鉴定 效率 和 准确 度 得 到 了 一 定 的 提高 。 以 固 相 
pH 梯度 (immobilized pH gradient, IPG )、 生 物质 谱 
和 生物 信息 学 为 基础 的 双 同 电泳 技术 (2-DE ) 已 经 
成 为 蛋 日 质 组 学 研究 的 重要 手段 , 特别 是 基质 辅助 
激光 解析 离子 飞行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry, 
MALDI-TOF MS ) 和 肽 指纹 图 谱 (peptide mass 
fingerprinting，PMF) 已 经 成 为 鉴定 双 回 电泳 中 的 大 
通 量 和 蛋白 的 优先 方法 。 但 是 质谱 鉴定 技术 存在 的 最 
大 问题 是 , 所 鉴定 的 乍 日 都 要 依赖 已 知 的 蛋 日 质 和 
基因 序列 作为 鉴定 的 基础 , 通过 检索 鉴定 待 测 的 和 蛋 
日 质 , 这 对 全 基因 组 测序 未 完成 的 物种 来 说 , 有 重 日 
鉴定 的 效率 受到 了 很 大 的 影响 。 

对 于 非 模 式 生 物 而 言 ,选用 一 种 合适 的 分 析 方 
法 直接 关系 到 蛋白质 鉴定 结果 的 准确 性 。 利 用 蛋白 
质 组 学 方法 研究 不 同 个 体 在 不 同 生境 和 不 同 发 育 阶 
段 重 日 质 表达 的 差异 , 是 恒 日 质 组 学 人 研究 的 一 项 重 
要 内 容 。 对 昆虫 不 同 生理 龄 期 的 生物 化 学 方面 的 研 
究 , 可 以 让 我 们 对 其 代谢 系统 有 更 深入 的 了 解 
(Wolschin and Amdam，2007 ) , 不 同时 期 蛋白 表达 
的 鉴定 可 能 为 新 的 防治 策略 提供 重要 的 分 子 基 础 
(Untalan et al.，2005 ) 。 本 研究 以 小 荣归 Plutella 
xylostella 敏感 品系 2, 3, 4 龄 幼虫 的 2-DE 比较 谱 图 
中 差异 表达 的 第 1111 号 点 的 重 日 质 鉴 定 为 例 , 初 
步 探讨 如 何 利用 现 有 的 技术 , 选择 一 个 最 适合 于 非 
模式 昆虫 重 日 质 鉴定 的 方法 ,为 更 好 地 利用 和 任 日 质 
组 学 技术 提供 参考 。 


Drosophila melanogaster, 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 

小 菜 蛾 是 室内 经 过 长 期 培养 的 敏感 品系 ,培养 
温度 25 +1%C, 光 周 期 L: D =16:8。 小 荣 蛾 成 虫 用 
10% 蜂蜜 饲养 ; 幼虫 在 蔓 卡 奋 上 取 食 生长 。 分 别 收 
集 2, 3, 4 龄 的 小 莱 蛾 幼虫 进行 重 日 质 提 取 。 


1.2 蛋白 质 的 提取 、 溶 解 及 定量 

三 氧 乙酸 -丙酮 沉淀 法 提取 总 蛋 白 质 (Nguyen et 
al.，2007 ) 。 小 沫 蛾 幼虫 用 液 须 磨 成 粉末 ,悬浮 于 
10 倍 体积 的 含 10% TCA、0.07% B- 统 基 乙 醇 的 两 
酮 中 , 涡 旋 混合 ，-20% 沉 尝 过 夜 ，20 000 xg, 4C 
离心 30 min, 弃 上 清 , 将 沉淀 再 其 浮 于 80% 丙酮 
中 ，- 20% 沉淀 30 min，20 000 x g，4% 离心 
30 min， 弃 上 清 , 沉淀 再 悬浮 于 丙酮 中 ，- 20Y 沉 
淀 30 min, 20 000 xg, 4% 离心 30 min, 弃 上 清 , 最 
后 将 沉淀 真空 干燥 , 得 到 粗 蛋 昌 质 粉末 ，-70C 密 
封 保存 备用 。 

将 上 述 粗 和 蛋白质 粉末 , 以 1 mg: 20 pL 的 比例 
加 入 和 蛋 日 质 裂 解 液 (7 mol/L 尿素 ,2 molL 硫 脲 ， 
4% CHAPS, 65 mmol/L DTT, 0. 2% Bio-Lyte pH 
3 ~ 10) ， 充 分 浸泡 , 超声 波 助 深 , 每 5 min 涡 旋 一 
次 。20 000 x g, 18 人 离心 1 h， 上 清 液 即 为 蛋 日 质 
溶液 , 立刻 进行 双 回 电泳 或 者 分 装 后 -70Y 保存 。 

参照 夏 其 昌 等 (2004 ) 方 法 略 作 改进 后 对 蛋白 
质 进行 定量 。 
1.3 双向 电泳 

第 一 回 等 电 聚 焦 :17 cm IPG 胶 条 (pH 5 ~8, 线 
性 ) , 购 自 BioRad 公司 。 每 根 胶 条 上 样 量 为 2 mg， 
上 样 体积 350 pL, 使 用 BioRad 的 PROTEAN IEF 等 
电 聚 焦 系 统 。 设 置 以 下 程序 进行 主动 水 化 和 聚焦 : 
5S0V12h,250V0O.5h,1000V1h,4000V1h, 
10 000 V 5 nh, 10 000 V 聚焦 至 60 000 Vh 结束 电 
泳 。 胶 条 平衡 后 , 进行 第 二 向 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 。 凝 胶 采 用 考 马 斯 亮 赣 R250 染色 。 
1.4 图 像 扫 描 与 分 析 

扫描 采集 图 像 , 用 PDQuest 2D 分 析 软 件 对 图 
像 进行 分 析 , 包括 定义 蛋白 质点 的 大 小 、 强 纶 ， 检 
测 和 统计 和 蛋 晶 质点 数目 , 计算 和 蛋白 质点 的 等 电 点 和 
分 子 量 等 。 
1.5 胶 内 酶 切 

和 集 日 质 原 位 酶 解 按 Zheng 等 (2008 ) 的 方法 进 
行 , 将 2D 胶 上 的 点 取 下 后 置 于 500 wL Eppendorf 
管 中 , 经 双 蒸 水 反复 冲洗 后 ,， 加 入 含 25 mmol/L 
NHsHCO; 的 50% 乙 且 洲 液 100 pL，37C 保温 
20 min 脱 色 , 移 去 其 中 的 溶液 , 重复 上 步 操作 2 次 。 
然后 加 入 100 pL 的 100% 乙 且 脱 水 10 min, 去 乙 
衣 ， 置 37Y 烘箱 中 $ ~ 10 min 至 完全 干 胶 。 加 入 
12.5 ng/pL 的 胰 和 蛋白 酶 溶液 5 ~ 10 pL, 4C 放置 约 
30 min ， 以 确保 胶 粒 能 很 好 地 吸收 酶 液 , 取出 后 在 
37 人 所 烘箱 中 酶 解 过 夜 。 加 入 含有 0. 1% TFA 的 
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5S0% 乙 且 60 pL, 30 ~40 min 后 , 将 溶液 转移 到 新 
的 酶 标 板 内 。 重 复 2 ~3 次 。 将 肽 段 溶 液 在 N, 流下 
吹 干 浓缩 ,以 备用 于 质谱 鉴定 。 

1.6 酶 解 肽 段 的 质谱 测序 与 检索 

1.6.1 本 地 EST 数据 库 的 构建 :从 NCBI 下 载 小 菜 
蛾 的 EST 序列 (2008 年 12 月 ), 经 过 格式 转换 , 按 
照 正 反 各 3 种 阅读 框 翻译 每 条 EST 序列 ,获得 推导 
重 日 质 序 列 作为 其 恒 日 质数 据 库 , 本 地 MASCOT 软 
件 可 以 直接 对 其 进行 质谱 匹配 搜索 。 

1.6.2 直接 测序 : 样 员 由 4700 MALDI-TOFZTOF 
Proteomics Analyzer ( Applied Biosystem ，USA ) 进行 
上 肽 质量 指纹 图 (PMF) 和 串联 质谱 ( MS/MS ) 分 析 ， 
所 得 质谱 分 析 结 果 用 GPS ( Applied Biosystems， 
USA ) -MASCOT (Matrix Science，London ，UK ) 进行 
数据 库 检 索 , 采用 Combined(PMF + MS/ MS ) 模 式 
检索 NCBInr 数据 库 ， 以 鉴定 蛋 日 质 ( 卢 委 静 等 ， 
2007) 。 参 数 设置 :激光 源 为 355 nm 波长 的 Nd: 
YAG 激光 需 , 加速 电压 为 20 kV, 采用 正 离子 模式 
和 上 自动 获取 数据 的 模式 采集 数据 。PMF 质量 扫描 
范围 为 700 ~2 500 Da, 旦 强度 最 大 的 5 个 峰 进 行 
串 级 质谱 分 析 。 搜 索 参 数 设 置 :检索 种 属 为 : 
Metazoa( Animals) ; 最 大 允许 汤 切 位 点 为 1; 酶 为 胰 
重 日 酶 。 质 量 误 差 范 围 设置 : PMF + 200 ppm， 
MS/MS +0.6 Da 。 

1.6.3 人 磺 基 民 硫 氟 酸 杂 酮 (SPITC ) 化 学 衍生 后 测 
序 :2D 胶 分 离 重 日 质点 胰 重 日 酶 原 位 酶 解 产 物 用 


8 H 





C18 ZipTip 柱 在 其 溶液 中 缓慢 地 吸 上 压 下 , 重复 数 
次 以 使 其 肽 片段 吸附 在 ZipTip 头 上 ; 溶解 磺 基 异 硫 
氰 酸 茶 酷 (SPITC) 于 0.2 mol/L N- 甲 基 吗 啉 /醋酸 组 
冲 液 (pH 8.5) 中, 制备 成 浓度 0.01 g/mL 溶液 , 取 
10 nL 于 0.2 mL EP 管 中 , 将 含有 样品 的 ZipTip 头 
在 其 中 吸 上 压 下 数 次 , 最 后 使 溶液 保持 在 柱 上 , 在 
55 人 各 保湿 30 min, 用 5% TFA 溶液 过 柱 中 止 反 应 。 
用 0.1% TFA 冲洗 ZipTip 柱 数 次 除去 盐 及 杂质 , 将 
样品 洗 脱 在 2 pL 新 鲜 制 备 的 饱和 HCCA 溶液 
(5 g/L) 中 , 混合 均匀 后 取 1 pL 点 板 , 空气 中 自然 
干燥 后 进行 质谱 测定 。 根 据 MALDI-TOFZTOF 提供 
的 氮 基 酸 残 基 离 子 (immonium ) 的 质 俩 比 (m/z) 值 ， 
对 修饰 后 经 过 质谱 分 析 得 到 的 MSAMS 图 进行 手工 
测序 , 将 得 到 的 序列 在 NCBI 中 进行 BLAST( Leon et 
al., 2007 ) 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同龄 期 的 小 菜 蛾 幼虫 蛋白 质 2-DE 胶 图 谱 
比较 

分 别提 取 小 菜 蛾 2, 3, 4 龄 期 幼虫 的 总 蛋 日 ， 
并 进行 2-D 电泳 分 离 重 日 质 , 得 到 电泳 图 谱 ( 图 
1) 。 经 过 电泳 图 谱 的 分 析 , 有 24 个 差异 性 表达 重 
日 质点 。 第 1111 号 重 日 质点 ( 图 1 中 箭头 所 示 ) 在 
2 龄 幼虫 中 的 表达 量 较 3、4 龄 幼虫 低 , 而 且 该 点 清 
晰 , 差 寞 明显 , 可 进一步 分 析 。 








图 1 小 菜 蛾 不 同龄 期 幼虫 蛋白 的 2-DE 图 谱 及 差异 点 1111 号 


Fig. 1 2-DE map of the protein extracted from different instars of Plutella xylostella larvae and the spot 1111 
A: 2 龄 幼虫 2nd instar larva; B: 3 龄 幼虫 3rd instar larva; C: 4 龄 幼虫 4th instar larva. 


2.2 蛋白质 胶 内 酶 切 后 的 质谱 分 析 

从 2D 胶 挖 下 1111 号 重 白 质点 ， 胰 和 蛋白 酶 胶 酶 
切 产 物 用 MALDI-TOFATOF 质谱 仪 进行 质谱 分 析 ， 
获得 酶 解 多 肽 的 PMF( 图 2:A), 然后 选择 强度 大 、 
峰 形 好 的 5 个 肽 离子 , 进行 二 级 质谱 分 析 , 得 到 二 
级 质谱 图 ; 图 2(B) 为 其 中 1 531.8 Da 的 肽 离子 的 


MSAMS 谱 图 ], 图 中 横 轴 是 离子 的 质量 与 电荷 的 比 
值 , 即 质 荷 比 (m/z) ; 纵 轴 是 对 应 离子 的 相对 强度 ， 
表示 检测 到 的 离子 信号 的 相对 强 弱 。 质 谱 图 峰 形 明 
显 , 解析 度 高 , 可 以 用 于 数据 的 分 析 和 生日 质数 据 
库 的 搜索 。 
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Fig. 2 Mass spectrometry of protein in-gel digestion 


A: 第 1111 号 和 蛋白 质点 酶 切 后 的 肽 质量 指纹 图 (PMF ) MAIDI-TOF spectrum of the tryptic digestion of the spot 1111; B: 分 子 量 为 1 531.8 Da 的 肽 
离子 的 MS/MS 谱 图 MS/MS spectrum of 1 531.8 Da peptide ion acquired with the MALDI-TOFZTOF. 


2.2.1 用 PMF 搜索 和 蛋白质 的 数据 库 : 用 Data 
Explorer 软件 从 MS 质谱 中 提取 峰值 , 在 设置 好 信 
品 比 (SAN)、 基 线 校 准 之 后 ,获得 质谱 峰值 用 于 数 
据 库 搜索 。 将 1111 号 和 蛋 日 质点 的 PMF 分 别 用 
ProFound 和 MASCOT 搜索 数据 库 。ProFound 搜索 
结果 中 的 首 项 为 家 展 鼠 Mus musculus 线粒体 的 核糖 
体 和 蛋白 ,随机 匹配 的 概率 大 于 5% ， 因 此 使 用 
ProFound 搜索 没有 成 功 。MASCOT 搜索 结 采 中 的 首 
项 为 文昌 鱼 Branchiostoma floridae 的 一 个 假定 异 日 ， 
虽然 该 搜索 结果 已 经 大 于 5% 的 临界 值 ， 即 随机 匹 
配 的 可 能 性 小 于 5% , 但 该 蛋白 分 子 量 为 167 287 
Da, 与 2-DE 谱 图 上 的 1111 点 的 分 子 量 差 中 很 大 ， 
同时 物种 距离 较 远 ,而且 为 假定 蛋白 , 因此 该 点 蛋 
日 还 需要 进一步 分 析 。 

2.2.2 用 PMF + MS/MS 搜索 蛋白质 的 数据 库 : 根 
涡 一 级 原 谱 测 得 的 肘 指 纹 信 上 乱 和 串联 质谱 信息 提交 
重 日 质数 据 库 进行 鉴定 , 第 1111 号 点 和 蛋 昌 的 质谱 
数据 通过 GPS 软件 下 Combined (PMF + MS/ MS ) 模 
式 检索 NCBInr 数据 库 。MASCOT 搜索 的 结果 中 ， 
首 项 搜索 结果 为 拟 暗 果 晶 Drosophila pseudoobscura 
的 假定 蛋白 CA18218-PA， 最 高 分 值 为 73, 略 大 于 
5% 显著 水 平 的 临界 值 , 说 明 该 重 昌 质 是 随机 匹配 
的 可 能 性 小 于 5% 。 虽 然 同 样 是 昆虫 , 有 13 个 肽 段 
匹配 , 氨基 酸 序列 履 盖 率 达 到 24% , 但 由 于 所 得 分 
值 刚 刚 超 过 临界 值 , 而 且 该 蛋 日 为 未 知 功 能 的 由 基 
因 组 推导 出 的 假定 蛋 日 质 , 分 子 量 66 280 Da, 估算 
的 pl 值 为 7.36, 与 实际 2-DE 图 上 的 位 置 有 较 大 差 
距 , 仍然 不 能 判定 是 否 准确 , 所 以 考虑 使 用 更 准确 


的 质谱 测序 分 析 手 段 。 
2.2.3 EST 数据 库 的 检索 :质谱 数据 搜索 EST 数据 
库 成 功 鉴定 和 蛋白质 , 大 大 提高 了 基因 组 序列 未 知 生 
物 蛋 日 质 鉴 定 的 成 功率 。 小 采 蛾 EST 可 以 作为 研 
究 小 菜 蛾 蛋 日 质 组 学 的 重要 资源 。1111 号 和 蛋白质 
点 的 质谱 用 MASCOT 搜索 本 地 EST 库 , 在 小 某 蛾 
EST 库 中 匹配 的 EST 序列 (gi153884350 ) 分 值 为 
118, 远大 于 5% 显 车 水平 的 临界 值 54, 达到 了 显著 
水 平 。 
经 过 blastx 比 对 , 该 EST 反问 第 二 框架 翻译 的 

和 集 日 质 序列 与 家 看 的 氧 离 子 转运 ATP 合 酶 d 亚 基 
(H* transporting ATP synthase subunit d, gi | 
153791739) 高 度 相 似 。 通 过 小 末 蛾 EST 库 搜索 出 
的 家 看 的 氧 离子 转 运 ATP 合 酶 d 亚 基 和 MASCOTt 
直接 搜索 NCBInr 的 第 一 匹配 项 (gil154644087, 图 
3) 不 同 , 但 匹配 蛋白 的 分 子 量 为 16 009 Da, pl 值 
为 5.16, 与 2D 电泳 图 谱 中 的 1111 点 的 分 子 量 和 pl 
值 都 相近 ,同时 家 乍 与 小 某 蛾 同属 鳞 翅 目 ， 杀 缘 关 
系 更 近 , 因此 从 EST 库 搜索 的 结果 可 信 度 较 高 ， 较 
MASCOT 直接 搜索 NCBInr 库 的 结果 更 为 准确 。 为 
了 鉴定 该 结果 的 准确 度 , 我 们 进一步 使 用 了 质谱 测 
序 分 析 手 段 。 
2.3 经 过 SPITC 衍生 的 de novo 测序 结果 

肽 片段 的 部 分 测序 是 用 化 学 模式 从 N- 末 端 降 
解 , 形成 大 小 不 同 的 肽 片段 ,得 到 一 定数 目的 肽 质 
量 由 MALDI-TOFZTOF 测定 。 通 常 在 肽 链 经 过 诱导 
碰撞 碎 裂 (collision-induced dissociation，CID ) 的 断 
裂 过 程 中 , 肽 键 有 3 种 断裂 方式 ,可 以 产生 6 种 类 
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型 的 碎片 离子 , 即 N 端的 4a, 5, c 型 离子 与 C 端的 
x, 7, Zz 型 离子 , 每 种 断裂 类 型 分 别 生成 互补 的 两 种 
离子 , 如 a-x, b-y, c-z, 男 外 ,还 可 能 产生 其 他 更 复 
杂 的 断裂 产生 的 离子 , 因此 谱 图 比较 复杂 ,进行 de 
novo 测序 时 解析 困难 。 矿 基 异 硫 氰 酸 葵 酯 (4- 
sulfophenyl isothiocyanate ，SPITC ) 是 一 种 肽 片段 的 
N 端 磺 酸化 试剂 ,经 过 SPITC 修饰 后 的 de novo 测 
序 , 是 在 传统 的 MSAMS 测序 方法 基础 上 发 展 起 来 
的 一 种 优化 的 测序 方法 。 从 同样 质量 的 肽 离子 比较 
未 经 过 SPITC 修饰 的 和 经 过 SPITC 修饰 后 的 两 张 图 


52 卷 


谱 ( 图 3 和 4) 可 以 发 现 , 采用 SPITC 修饰 方法 得 到 
的 图 谱 只 包含 简单 的 y 离子 系列 , 背景 干净 , 信 噪 
比 高 , 可 得 到 准确 可 信 的 序列 , 图 4 和 5 中 yy 离子 
右 侧 的 数字 表示 该 离子 所 含有 的 氨基 酸 残 基数 目 。 
对 1111 号 点 的 胶 上 和 蛋 昌 质 进行 SPITC 衍生 后 de 
novo 测序 , 根据 MALDI-TOFZTOF 提供 的 氨基 酸 残 
基 离 子 的 m/z 值 , 对 修饰 后 经 过 质谱 分 析 得 到 的 二 
级 质谱 图 进行 手工 测序 , 其 中 质量 为 1 530.9 的 肽 
离子 测序 图 谱 及 手工 解 得 的 序列 如 图 4 所 示 , 质量 
为 1729.8 的 肽 离子 图 谱 和 序列 如 图 5 所 示 。 
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质 荷 比 Mass to charge ratio (m/z) 
图 3 分 子 量 为 1 531.8 Da 的 肽 离子 的 MSZMS 谱 图 
Fig. 3 MS/MS spectrum of 1 531.8 Da peptide ion acquired with the MALDI-TOF/TOF( MH at m/z 1531.8) 


yl4 
4700 MS/MS P 1746.8 #1 MCIBP=1530.9,902 1 530.887 
100 S/MS Precursor Spec CE ] 902.2 
y3 
20 374.960 
80 
一 70 y13 
3 y2 1 417.842 
写 90 303.970 yy4 y6 ,8 
40 7 了 7 
175.012 558.968 了 
下 30 2 831.913 
1 572.827 
人 9 0 ll 
y7 1 131.879 y 地 137.455 
10 . 1218.898 Y 于 680.785 
321|987 65 935 1 044.926 1 346lg47 12.848 
0 i sb ba de A A : | 本 WA ed WN Sb le , 
427.8 135.4 1 489.2 1 843.0 


质 答 EE Ma to charge ratio (m/z) 
图 4 第 1111 蛋白 质点 经 SPITC 衍生 修饰 后 的 质量 为 1 530. 9 的 肽 离子 MALDLTOFZTOF 谱 图 
Fig. 4 MS/MS spectrum of 1 530.9 Da peptide ion obtained with MALDI-TOF/ATOF from 
the spot 1111 derived with SPITC( MH at m/z 1 530.9) 
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质 入 比 Mass to charge ration (m/z) 
图 5 第 1111 蛋白 质点 经 SPITC 衍生 修饰 后 的 的 质量 为 1 729.8 的 肽 离子 MALDI-TOFATOF 谱 图 
Fig. 5 MS/MS spectrum of 1 729.8 Da peptide ion acquired with the MALDI-TOF/TOF( MH at m/z 1729. 8 ) 


从 图 4 的 谱 图 中 , 可 以 解 出 , 质量 为 1 531 的 
肽 段 序列 是 (LL)A(Q/K)SSVNWSA(LL)AER, 从 
图 5 中 解 得 质量 为 1 729 的 肽 段 序 列 为 D(Q/K) 
MTMEDFR , 将 所 得 到 的 肽 段 在 NCBI 中 进行 Blast， 
得 出 该 重 日 的 最 高 匹配 结 采 是 致 倦 库 蚊 ATP 合 酶 
D 链 (gil170051211)。 经 过 SPITC 修饰 后 所 得 的 序 
列 是 可 信 的 , 以 此 序列 搜索 出 的 匹配 结果 可 以 说 是 
准确 的 。 这 个 匹配 结果 与 2.2.3 中 的 搜索 结果 近 
似 , 都 为 昆虫 的 ATP 合 酶 的 亚 基 链 ,因此 可 以 确定 
该 重 日 质 与 ATP 合 酶 的 d 亚 基 具有 高 度 同 源 性 。 
ATP 合 酶 是 生物 体能 量 代谢 的 关键 酶 , 参与 氧化 碍 
酸化 反应 , 在 跨 膜 质子 动力 势 的 推动 下 , 催化 ATP 
的 水 解 和 质子 的 跨 膜 输 运 ; 还 可 能 作为 一 种 保 幼 激 
这 结合 借 和 白 (juvenile hormone binding protein ， 
JHBP) 的 膜 结合 蛋白 ,参与 到 JHBP 的 输出 中 
(Zalewska et al., 2009 ) 。 本 研究 发 现在 小 菜 蛾 的 不 
同 生长 时 期 ，ATP 合 酶 的 表达 量 也 发 生变 化 , 相关 
的 功能 有 待 后续 人 研究 。 


3 讨论 


利用 MALDI-TOF MS 得 到 的 PMF 与 数据 库 中 
的 和 蛋 日 质 的 理论 PMF 比 对 , 已 经 普遍 被 用 于 2-DE 
中 得 到 的 感 兴趣 和 蛋 日 点 的 鉴定 (Craves and 
Haystead，2002) , 具有 速度 快 , 通 量 高 的 优点 , 但 
肽 段 分 子 量 精确 度 往往 不 够 理想 , 且 重 日 质数 据 库 
的 不 完善 , 搜索 软件 或 搜索 条 件 的 改变 都 可 能 影响 
鉴定 结果 ( 刘 康 等 , 2008 ) 。 对 于 未 得 到 全 基因 组 的 
或 没有 重 日 质数 据 库 的 昆虫 而 言 ,在 开放 数据 库 中 
只 能 得 到 有 限 的 序列 信息 (Wang et al., 2007 ) 。 


此 , 在 本 研究 中 使 用 MALDI-TOF MS 直接 搜索 数据 
库 未 能 成 功 鉴定 第 1111 号 点 的 蛋 昌 质 。 采 用 
Combined( PMF + MS/MS ) 模式 进行 检索 ,在 一 定 
程度 上 增加 了 和 蛋白质 鉴定 的 准确 性 (He et al.， 
2008 ) 。 我们 的 实验 结果 表明 ,这 种 根据 酶 切片 段 
的 分 子 量 信息 来 搜索 和 蛋白质 数据库 ， 当 匹配 的 是 不 
同 物种 的 和 蛋白质 时 ， 容易 产生 偏差 ， 对 于 非 模 式 昆 
虫 而 言 ， 匹 配 率 仍 很 有 限 。 在 这 种 情况 下 ， 对 相同 
或 近 缘 物 种 的 EST 库 进 行 检索 ,由 于 和 蛋白质 同 源 性 
高 ,得 到 的 匹配 和 蛋白 的 信息 会 更 加 可 信 。 

采用 N- 端 磺 基 化 修饰 剂 SPITC 修饰 后 进行 de 
novo 测序 应 是 准确 判定 和 蛋 昌 的 较 好 选择 。 态 基 化 
试剂 选择 性 地 与 肽 段 的 N 端 氨基 酸 反 应 , 衍生 后 的 
肽 段 在 质谱 检测 时 会 产生 单一 的 y 系列 离子 , 可 简 
化 谱 图 的 复杂 性 (Wang et al.,， 2004 ) , 用 此 方法 进 
行 的 鉴定 , 成 功率 高 ， 可 信和 度 大 , 能 够 提高 对 未 知 
蛋白 鉴定 的 准确 性 及 其 通 量 水 平 。SPITC 是 一 种 有 
效 且 稳定 的 磺 基 化 试剂 , 我 们 的 实验 结果 表明 利用 
MALDI-TOFZTOF 质谱 结合 人 友基 修饰 剂 SPITC 辅助 
的 de novo 测序 方法 适合 于 未 知 和 蛋白 的 鉴定 。 但 采 
用 这 种 方法 ,存在 费用 高 \ 所 需 样品 量 大 等 不 足 
之 处 。 

对 于 非 模 式 昆 虫 的 和 蛋 日 质 组 学 研究 而 言 , 利用 
PMF + MSZMS 的 混合 检索 方式 , 同时 检索 多 种 数据 
库 可 以 提高 蛋白 质 鉴定 的 成 功率 。 有 些 单位 或 实验 
室 尚 未 建立 某 物 种 的 EST 数据 库 , 在 进行 蛋白 质 鉴 
定时 可 以 充分 利用 NCBI 等 开放 数据 库 资 源 下 载 相 
同 物 种 或 近 绿 种 的 EST 数据 库 , 将 其 转化 成 本 地 数 
据 库 进行 查询 ， 扩 大 搜索 范围 ， 提 高 鉴定 的 成 功 
率 。 例 如 , 在 本 研究 中 , 可 以 下 载 鳞 翅 目 中 已 发 表 
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的 多 个 物种 的 EST 序列 , 分 别 建立 不 同 物种 的 数据 
库 。 通 过 多 个 数据 库 的 共享 和 互补 ,可 以 充分 提 高 
和 集 日 质 的 鉴定 成 功率 和 通 量 水 平 。 在 该 方法 无 法 鉴 
定 出 可 靠 结 果 的 情况 下 , 再 进一步 采用 SPITC 等 修 
饰 剂 进行 修饰 后 测序 、 鉴 定 。 

蛋 日 质 组 学 的 发 展 , 单 途 一 种 分 析 技 术 经 常 无 
法 准确 鉴定 蛋 日 , 通过 使 用 不 同 的 分 析 手 段 ， 可 以 
起 到 互 为 补充 的 作用 , 有 利于 提高 重 日 质 鉴 定 的 效 
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灾害 与 治理 ”重点 开放 实验 室 和 福建 省 高 等 学 校 
“农业 生物 多 样 性 与 生态 安全 "重点 实验 室 的 支持 ! 
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